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Akutna limfoblastna levkemija (ALL) je najpogostejša rakava bolezen pri otrocih, za katero 
v Sloveniji v povprečju zboli od 10 do 15 otrok na leto. K izboljšanemu preživetju 
pediatričnih bolnikov z ALL je pripomoglo tudi zdravljenje z asparaginazo, ki katalizira 
hidrolizo asparagina v asparaginsko kislino in amonijak. Levkemični blasti imajo zaradi 
zmanjšane aktivnosti asparagin sintetaze zmanjšano sposobnost sinteze asparagina v 
primerjavi z normalnimi limfoblasti in so močno odvisni od zunanjih virov asparagina. Da 
se doseže zadostno zmanjšanje asparagina v krvnem obtoku, ki privede do celične smrti 
levkemičnih blastov, mora biti aktivnost asparaginaze v krvi vsaj 100 U/L. Veliko oviro pri 
zdravljenju ALL predstavlja razvoj protiteles proti asparaginazi, kar vodi v inaktivacijo 
encima. Zaplet se klinično izrazi kot preobčutljivostna reakcija, pri tihi inaktivaciji encima 
pa ni izraženih simptomov. Pomembno je, da se zmanjšana aktivnost asparaginaze ugotovi 
čimprej in se temu primerno prilagodi zdravljenje z zamenjavo vrste asparaginaze.  
Namen magistrske naloge je bilo ugotoviti ali je encimska spektrofotometrična metoda 
primerna za spremljanje encimske aktivnosti asparaginaze pri bolnikih z ALL. Optimizirali 
smo postopek za določanje asparaginazne aktivnosti v serumu, pogoje shranjevanja substrata 
(L-aspartat β-hidroksimat) in pogoje merjenja absorbance indooksina. Ocenili smo 
natančnost (koeficient variacije med serijami 9,6%; znotraj serije 6,0%), točnost (relativna 
napaka med serijami 8,3%; znotraj serije 11,6%) in merilno negotovost (celokupna analitska 
napaka 24,2%) optimizirane metode. Vrednosti so bile v skladu s smernicami za validacijo 
bioanalitske metode, ki jih je izdala Evropska agencija za zdravila in medicinske 
pripomočke. Pri 8 bolnikih, ki so se zdravili s PEG asparaginazo smo v 33 vzorcih določili 
encimsko aktivnost v serumu. Visoko stopnjo aktivnosti v 14 dneh po aplikaciji zdravila smo 
izmerili pri 7 bolnikih. Tiho inaktivacijo smo odkrili pri enem izmed bolnikov.   
Optimizirana metoda je primerna za klinično diagnostiko in omogoča identifikacijo 
bolnikov, pri katerih je potrebna sprememba vrste asparaginaze zaradi tihe inaktivacije. V 
prihodnosti, ko bodo določene smernice za spremljanje zdravljenja, pa bo metoda omogočala 
tudi individualno prilagajanje odmerjanja asparaginaze. 
Ključne besede: asparaginaza, encimska aktivnost, tiha inaktivacija, optimizacija metode, 




Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common cancer in children. There are on 
average 10 to 15 newly diagnosed cases in Slovenia per year. Treatment with asparaginase 
- an enzyme that catalyzes the hydrolysis of asparagine to aspartic acid and ammonia, has 
contributed to the improved survival rates of pediatric patients with ALL. Due to decreased 
activity of asparagine synthetase, leukemic blasts have a reduced ability to synthesize 
asparagine compared to normal lymphoblasts and are highly dependent on external sources 
of asparagine. In order to achieve a sufficient reduction of asparagine in the blood circulation 
that would lead to leukemic cell death, asparaginase activity levels in the blood should be at 
least 100 U/L. A major disadvantage in ALL treatment is the occurrence of antiasparaginase 
antibodies leading to inactivation of the enzyme. This complication is clinically expressed 
as a hypersensitivity reaction, whereas with the silent inactivation of the enzyme there are 
no symptoms. It is important to detect the reduced asparaginase activity as soon as possible 
to adjust treatment appropriately by switching asparaginase preparation. 
The purpose of the study was to determine whether the enzymatic spectrophotometric 
method is suitable for monitoring asparaginase activity levels in patients with ALL. We 
optimized the procedure for determining serum asparaginase activity, the storage conditions 
of the substrate (L-aspartic acid β-hydroxamate) and the absorbance measurement conditions 
of indooxine. We assessed precision (coefficient of variation between-run 9,6%; within-run 
6,0%), accuracy (relative error between-run 8,3%; within-run 11,6%) and measurement 
uncertainty (total error 24,2%) of the optimized method. Verification parameters were in 
accordance with the guidelines on bioanalytical method validation issued by European 
Medicines Agency. We measured serum enzyme activity in 33 samples from 8 patients 
treated with PEG asparaginase. High activity levels 14 days post-administration were 
determined in 7 patients. We identified one case of silent inactivation. 
The optimized method is suitable for clinical diagnostics use and enables identification of 
patients that require switching asparaginase preparation due to silent inactivation. In the 
future, when guidelines for therapeutic monitoring will be determined, this method will also 
enable individual adjustments of asparaginase dosing. 





AHA - L-aspartat β-hidroksimat 
ALL - akutna limfoblastna levkemija 
BSA - goveji serumski albumin 
E. chrysanthemi - Erwinia chrysanthemi  
E. coli - Escherichia coli  
EMA - Evropska agencija za zdravila in medicinske pripomočke (ang. European 
Medicines Agency) 
FDA - Ameriški vladni urad za zdravila in prehrano (ang. Food and Drug Administration) 
FFP - sveža zmrznjena plazma (ang. fresh frozen plasma) 
HPLC - tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high performance liquid 
chromatography) 
KV - koeficient variacije 
n - število meritev 
PEG asparaginaza - pegilirana oblika E. coli asparaginaze 
r - korelacijski koeficient 
RE - relativna napaka 
SD - standardni odklon  
TCA - triklorocetna kislina 
TE - celokupna analitska napaka 





Akutna limfoblastna levkemija (ALL) je najpogostejša rakava bolezen pri otrocih. V 
Sloveniji v povprečju za to obliko levkemije zboli od 10 do 15 otrok na leto. Bolezen je 
posledica okvare v limfatično vrsto usmerjenih krvotvornih matičnih celic. Glede na 
imunofenotipsko opredelitev ALL razdelimo na dve glavni podskupini: B-celična ALL in 
T-celična ALL. Glede na prisotnost določenih celičnih označevalcev lahko opredelimo še 
njihove podvrste: 
▪ B-celična ALL: pro B, obča B, pre B; 
▪ T-celična ALL: pro T, pre T, kortikalna T, zrela T. 
Posamezne tipe bolezni lahko razdelimo tudi na podlagi kromosomskih nepravilnosti, kot je 
prisotnost Philadelphia kromosoma (Ph+) ali drugih translokacij (1).  
Preživetje bolnikov z ALL je precej visoko, saj se uspešno pozdravi več kot 80% vseh 
pediatričnih bolnikov z ALL (1). V zadnjih 50 letih je k temu pripomogla tudi asparaginaza, 
ki predstavlja eno ključnih komponent pri zdravljenju ALL (2). Različne države uporabljajo 
različne protokole za zdravljenje bolnikov z ALL, a so si ti v osnovi podobni. Zdravljenje s 
kombinacijo citostatikov poteka v več zaporednih fazah: indukcijska, konsolidacijska, 
reindukcijska in vzdrževalna. Asparaginaza je vključena v indukcijsko in reindukcijsko fazo 
(3). S primerjavo izida različnih protokolov zdravljenja ALL so dokazali, da intenzivnejše 
in daljše zdravljenje z asparaginazo izboljša preživetje teh bolnikov (4). Asparaginaza se 
sicer uporablja tudi pri zdravljenju nekaterih drugih malignih boleznih kot so Ne-
Hodgkinovi limfomi, kamor uvrščamo T- in B-limfoblastni limfom, Burkittov limfom, 
difuzni velikocelični B-limfom idr. (2). 
Raziskovanje delovanja asparaginaze kot protitumorske učinkovine se je začelo leta 1953 z 
delom ameriškega zdravnika John G. Kidd-a. Ta je raziskoval možnosti za ustavitev rasti 
tumorjev in pri tem odkril, da se inducirani limfomi določenih celičnih vrst v miših in 
podganah zmanjšajo po injiciranju seruma morskega prašička v te živali (5). Šele 10 let 
kasneje so dokazali, da je regresija limfatičnih novotvorb posledica delovanja encima 
asparaginaze v serumu morskega prašička (6).  
Naslednjo stopnjo v razvoju asparaginaze kot protitumorske učinkovine sta dosegla 
raziskovalca Mashburn in Wriston leta 1964, ki sta iskala še druge vire asparaginaze in pri 
tem odkrila, da ima ta encim, izoliran iz bakterije Escherichia coli (E. coli), primerljivo 
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aktivnost z asparaginazo pridobljeno iz seruma morskega prašička (7). Izolacija 
asparaginaze iz bakterij je omogočila pridobitev večjih količin encima in s tem začetek 
predkliničnih in kliničnih raziskav s katerimi so dokazali, da asparaginaza res vpliva na 
rakave limfoblastne celice in lahko izboljša izid zdravljenja ALL. Leta 1978 je Ameriški 
vladni urad za zdravila in prehrano (ang. Food and Drug Administration - FDA) tudi uradno 
odobril asparaginazo pridobljeno iz E. coli za zdravljenje ALL (8). Kasneje sta se za 
zdravljenje ALL uveljavili še dve vrsti asparaginaze: asparaginaza pridobljena iz bakterije 
Erwinia chrysanthemi (E. chrysanthemi) in modificirana oblika asparaginaze pridobljene iz 
E. coli, kjer je encim konjugiran z monometoksipolietilen glikolom (2). 
1.1 Mehanizem delovanja asparaginaze 
Asparaginaza je encim, ki ga uvrščamo v razred hidrolaz (EC 3.5.1.1, L-asparagin 
amidohidrolaza / L-asparaginaza) in katalizira hidrolizo asparagina v asparaginsko kislino 
(aspartat) ter amonijak (Slika 1). V naravi jo najdemo v različnih rastlinah, živalih in 
mikroorganizmih. Večina asparaginaz (z izjemo asparaginaze iz seruma morskega prašička) 
ima tudi t.i. glutaminazno aktivnost, kar pomeni, da hidrolizirajo tudi glutamin v 
glutaminsko kislino in amonijak. Ta aktivnost predstavlja le 3-9% asparaginazne aktivnosti 
(2).  
Asparagin je ena izmed ne-esencialnih aminokislin in ga lahko naš organizem sam sintetizira 
iz asparaginske kisline, za kar je potreben encim asparagin sintetaza (Slika 1). Izkazalo se 
je, da imajo levkemični blasti zmanjšano sposobnost sinteze asparagina zaradi zmanjšane 
Slika 1: Mehanizem delovanja asparaginaze in asparagin sintetaze. Prirejeno po (2). 
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aktivnosti asparagin sintetaze v primerjavi z normalnimi limfoblasti. Levkemični blasti so 
zato močno odvisni od zunanjih virov asparagina (9,10). Ob hidrolizi asparagina v krvnem 
obtoku pride do zmanjšane sinteze DNA in RNA, zmanjšane sinteze celičnih proteinov, 
inhibicije celične rasti in okvar celičnih funkcij, kar na koncu vodi v celično smrt (2).  
Čeprav še ni znano, koliko časa natančno morajo biti levkemični blasti prikrajšani za 
asparagin, da pride do celičnih okvar, so raziskave pokazale, da je konstantna in daljša 
izpostavljenost asparaginazi močno povezana z izboljšanimi izidi zdravljenja ALL (4,11). V 
normalnih pogojih je koncentracija asparagina v krvi v območju 40-80 μmol/L, pri 
zdravljenju pa mora biti aktivnost asparaginaze v krvi vsaj 100 U/L, da se doseže zadostno 
zmanjšanje asparagina pod 0,1 μmol/L (12,13). Meja 100 U/L se je uveljavila po raziskavi 
leta 1981, kjer je Riccardi s sodelavci raziskoval razmerje med količino asparagina v krvi in 
cerebrospinalni tekočini ter vpliv stopnje aktivnosti asparaginaze v krvi na to razmerje (14). 
Z manjšo aktivnostjo asparaginaze v krvi dosežemo zmanjšanje asparagina na 25-40 μmol/L, 
kar ne zadošča za uspešno zdravljenje ALL (15).  
1.2 Vrste asparaginaze 
Za klinično uporabo so se uveljavile tri vrste asparaginaze: asparaginaza izolirana iz E. coli 
(t.i. nativna asparaginaza), pegilirana oblika E. coli asparaginaze (t.i. PEG asparaginaza) in 
asparaginaza, ki izvira iz bakterije E. chrysanthemi (t.i. Erwinia asparaginaza). Vse tri vrste 
imajo enak mehanizem delovanja, med seboj pa se razlikujejo v določenih biokemičnih in 
farmakokinetičnih lastnostih. Posledično se razlikujejo tudi protokoli zdravljenja ALL s 
posamezno vrsto asparaginaze (2). 
Zaradi kovalentno vezanih monometoksipolietilen glikolskih enot na E. coli asparaginazo 
ima PEG asparaginaza najdaljšo razpolovno dobo, saj je bolj zaščitena pred fagocitozo z 
makrofagi in proteolizo. Pegilacija pripomore tudi k manjši imunogenosti v primerjavi z 
nativno asparaginazo (2,16). Najkrajšo razpolovno dobo ima Erwinia asparaginaza, zato so 
pri zdravljenju za isti učinek potrebni bolj pogosti odmerki in/ali večje količine v primerjavi 
z nativno in PEG asparaginazo (2,17,18). Razpolovna doba po intramuskularni aplikaciji 
znaša 0,65 ± 0,13 dni za Erwinia asparaginazo, 1,24 ± 0,17 dni za nativno asparaginazo in 
5,73 ± 3,24 dni za PEG asparaginazo. Vrh asparaginazne aktivnosti doseže Erwinia 
asparaginaza v 24 urah, nativna asparaginaza v 24-48 urah, PEG asparaginaza pa v 72-96 
urah. Različna razpolovna doba vpliva tudi na čas, ko v krvnem obtoku asparagina ni več na 
4 
 
voljo, to je 7-15 dni v primeru uporabe Erwinia asparaginaze (pri odmerku 25000 U/m2), 
14-23 dni pri nativni asparaginazi (pri odmerku 25000 U/m2), PEG asparaginaza pa deplecijo 
asparagina vzdržuje 26-34 dni (pri odmerku 2500 U/m2) (17-19).  
Obstajajo različni protokoli zdravljenja ALL z asparaginazo, v splošnem velja, da je en 
odmerek 1000-2500 U/m2 PEG asparaginaze na štirinajst dni enako učinkovit kot odmerki 
5000-10000 U/m2 nativne asparaginaze na tri dni oz. odmerki 10000-25000 U/m2 Erwinia 
asparaginaze na dva dni (13,17,20,21).  
Poleg opisanih treh vrst encima obstajajo še druge vrste, ki pa še niso primerne za klinično 
uporabo. Raziskave potekajo predvsem v smeri zmanjšanja neželenih učinkov, manjše 
imunogenosti in podaljšanja razpolovnega časa (11). Proučujejo nove vire encima (npr. iz 
bakterije Wolinella succinogenes), dodatno modificirajo že uveljavljene vrste (npr. 
pegilacija Erwinia asparaginaze) in izdelujejo različne rekombinantne oblike (npr. z 
odpornostjo na proteolizo) (11,22,23). Preučevali so tudi možnost uporabe nativne 
asparaginaze s pomočjo eritrocitov, kjer bi eritrociti delovali kot kapsula za prenos 
asparaginaze po krvi in kot mikrobioreaktorji, ki kontinuirano črpajo asparagin v same 
eritrocite, kjer ga asparaginaza hidrolizira (24). Ta vrsta asparaginaze, znana kot 
GRASPA®, je bila že v postopku pridobitve dovoljenja za uporabo za zdravljenje ALL, 
vendar je bila vloga kasneje umaknjena (25). 
1.3 Neželeni učinki  
Normalne celice so sposobne sintetizirati asparagin in jih pomanjkanje le tega med 
zdravljenjem z asparaginazo manj prizadene. Vseeno pa lahko pride do določenih okvar 
celičnih funkcij, ki so posledica zmanjšane sinteze proteinov. Zaradi pomanjkanja 
asparagina in glutamina v krvnem obtoku se pojavijo neželeni učinki zdravljenja (26). 
Asparaginaza tako vpliva na več organskih sistemov, predvsem na tiste v katerih je visoka 
raven sinteze proteinov. Ker se asparaginaza uporablja v kombinaciji z drugimi zdravili za 
zdravljenje ALL, sicer ni vedno mogoče povezati določenega neželenega učinka s specifično 
zdravilno učinkovino. Neželeni učinki, ki se pogosto pojavijo so: preobčutljivostne reakcije, 
hiperglikemija, hipoalbuminemija, motnje koagulacije, supresija kostnega mozga, 
prehranske motnje (zmanjšan apetit, slabost), pankreatitis, hiperlipidemija in druge 
spremembe v presnovi maščob, povišane ravni jetrnih encimov in bilirubina, 
hepatotoksičnost idr. (2,27-32). 
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Veliko oviro pri zdravljenju ALL predstavljajo preobčutljivostne reakcije. Asparaginaza, kot 
človeškemu organizmu tuj protein z veliko molekulsko maso (>100000 Da) in dokaj 
kompleksno strukturo, lahko sproži odziv imunskega sistema pri bolnikih in s tem tvorbo 
specifičnih protiteles (2,33). Preobčutljivostne reakcije se običajno kažejo kot vročinski 
oblivi, izpuščaji, hipotenzija, edemi, oteženo dihanje, lahko pride tudi do anafilaktičnega 
šoka (2,27). Opisano je, da se alergijske reakcije pojavijo pri 3-45% bolnikov, ki se zdravijo 
z nativno asparaginazo (11). 
Kako se bo imunski sistem posameznika odzval na asparaginazo je odvisno od več 
spremenljivk: vrste asparaginaze, načina vnosa asparaginaze (intravensko, 
intramuskularno), intenzivnosti in pogostosti prejemanja asparaginaze, sočasnega 
prejemanja drugih zdravil ob kemoterapiji, faze zdravljenja v kateri bolnik prejme 
asparaginazo (indukcijska, reindukcijska), pretekle preobčutljivostne reakcije bolnika itd. 
(11,34). 
V primeru pojava preobčutljivostnih reakcij na uporabljeno vrsto asparaginaze so na voljo 
tri možnosti: prekinitev dajanja zdravila, zamenjava vrste asparaginaze ali nadaljevanje 
zdravljenja skupaj s zaščitnim zdravljenjem za omilitev simptomov preobčutljivostne 
reakcije (12). Ker skrajšano prejemanje asparaginaze povezujejo s slabšimi izidi zdravljenja, 
prekinitev zdravljenja ni zaželena (4,35). Uporaba zaščitnega zdravljenja pa lahko le zakrije 
simptome alergijske reakcije, sama aktivnost encima pa je še vedno znižana. Izmed naštetih 
je zato najbolj optimalna rešitev zamenjava vrste asparaginaze (12,33). 
Kot prvi izbor zdravljenja se je najprej uporabljala nativna asparaginaza, ki se je v primeru 
pojava preobčutljivostne reakcije zamenjala z drugo vrsto asparaginaze. Izkazalo se je, da 
zamenjava s PEG asparaginazo ni najboljša rešitev, saj sta si kljub pegilaciji encima še vedno 
dovolj podobna, da pride do navzkrižne reaktivnosti in s tem možnosti inaktivacije PEG 
asparaginaze (36). Bolje se je izkazala Erwinia asparaginaza, kjer je - zaradi večje razlike v 
aminokislinski sestavi med Erwinia asparaginazo in nativno asparaginazo - manjša možnost, 
da pride do navzkrižne reaktivnosti (36,37). V zadnjih letih se je zaradi manjše imunogenosti 
in manj pogostih odmerkov (običajno en odmerek na 14 dni) PEG asparaginaza uveljavila 
kot prva izbira, ki jo v primeru alergijske reakcije zamenjajo z Erwinia asparaginazo (8,17).  
Dosedanje raziskave so pokazale, da so rezultati zdravljenja pri bolnikih, ki so morali 
zamenjati vrsto asparaginaze, podobni rezultatom bolnikov, ki niso nikoli doživeli 
preobčutljivostne reakcije in so imeli normalen potek zdravljenja (8,12). 
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Protitelesa proti asparaginazi vplivajo tudi na delovanje samega encima in predstavljajo 
glavni vzrok za neodzivnost na zdravljenje z asparaginazo (12,38,39). Z vezavo na encim 
preprečijo hidrolizo asparagina, kar vodi v zmanjšano klinično uporabnost asparaginaze 
(38,39). Več raziskav je pokazalo, da inaktivacija asparaginaze oz. njena znižana aktivnost 
vodi v slabše izide zdravljenja (2,12,38-41). Poleg pojava protiteles lahko do zmanjšane 
učinkovitosti asparaginaze pride tudi zaradi povečanja aktivnosti asparagin sintetaze (42). 
Raziskave so pokazale, da lahko v določenih celičnih linijah pride do povečanega izražanja 
genov za asparagin sintetazo in tako te celice niso več odvisne le od zunanjih virov 
asparagina (10,43,44). 
Razvoja protiteles proti asparaginazi ne spremljajo vedno klinično izražene reakcije, a kljub 
temu protitelesa zmanjšajo aktivnost encima. To imenujemo tiha inaktivacija asparaginaze. 
Opisano je, da do tega stanja pride pri 8-30% bolnikov zdravljenih z nativno asparaginazo 
(38,45,46). Ta delež je še večji pri bolnikih, kjer je prišlo do ponovitve bolezni (47,48). Tiha 
inaktivacija predstavlja resen zaplet pri zdravljenju ALL, saj brez kliničnih znakov, ki 
nakazujejo na pojav protiteles in s tem zmanjšano delovanje asparaginaze, hiter odziv 
zdravnikov ni mogoč. Spremljanje encimske aktivnosti asparaginaze v krvi med samim 
zdravljenjem omogoča identifikacijo bolnikov s tiho inaktivacijo (45). 
1.4 Priporočila in metode za spremljanje uspešnosti zdravljenja ALL z 
asparaginazo 
Cilj zdravljenja ALL z asparaginazo je doseči popolno deplecijo asparagina, vendar ostaja 
neznanka kolikšna mora biti točno encimska aktivnost asparaginaze, da se to dejansko 
doseže. Za zagotovitev optimalnega odziva bolnika na zdravljenje z asparaginazo je 
priporočljivo spremljanje učinkovitosti delovanja asparaginaze. To je še posebej pomembno 
za identifikacijo bolnikov, pri katerih pride do tihe inaktivacije in je potrebna čimprejšnja 
zamenjava vrste asparaginaze (49). 
Med zdravljenjem lahko spremljamo: 
▪ koncentracijo asparagina v krvi ali cerebrospinalni tekočini; 
▪ encimsko aktivnost asparaginaze v krvi; 
▪ nivo protiteles proti asparaginazi v krvi. 
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Med naštetimi se je najbolj uveljavilo merjenje encimske aktivnosti asparaginaze, ker je 
tehnično lažje izvedljivo in ponovljivo (49). Merjenje koncentracije asparagina ob 
prisotnosti asparaginaze se je izkazalo za tehnično preveč zahtevno. Asparaginaza namreč 
hidrolizira asparagin tudi v sami epruveti (ex vivo), zato je potrebno takoj po odvzemu slediti 
določenemu protokolu, da se temu izognemo. Tak način je logistično zahteven in zaradi 
večje možnosti predanalitičnih napak manj primeren za splošno klinično uporabo (15,50). 
Metoda določanja protiteles je zaradi nezmožnosti razlikovanja med protitelesi proti 
asparaginazi, ki inaktivirajo encim in tistimi, ki ga ne, nespecifična in klinično neuporabna 
(46,49). Pri bolnikih se lahko razvijejo tudi protitelesa proti asparaginazi, ki ne vplivajo na 
njeno delovanje, a sprožijo preobčutljivostno reakcijo s podobnimi simptomi kot protitelesa, 
ki nevtralizirajo encimsko aktivnost asparaginaze (46,51). Samo določitev protiteles proti 
asparaginazi tako ne zadošča za spremljanje uspešnosti zdravljenja (49).   
Zaradi možnosti pojava tihe inaktivacije se običajno nivo encimske aktivnosti preverja pred 
administracijo naslednjega odmerka, lahko pa tudi pogosteje (11,49). Opredelitev serumske 
tihe inaktivacije se med avtorji razlikuje. V primeru zdravljenja s PEG asparaginazo je van 
der Sluis s sodelavci opredelila tiho inaktivacijo, če so bolniki 7. dan po aplikaciji zdravila 
brez kliničnih znakov alergije in je aktivnost encima pod 100 U/L in/ali, če je aktivnost 
encima 14. dan po aplikaciji zdravila pod mejo kvantifikacije (49). Podobno opisuje Tong s 
sodelavci, le da je mejo za 14. dan po aplikaciji postavil pod 20 U/L (46). Pri zdravljenju z 
nativno asparaginazo je tiha inaktivacija opredeljena kot aktivnost pod mejo kvantifikacije 
3. dan po aplikaciji, pri zdravljenju z Erwinia asparaginazo pa 2. dan po aplikaciji (49). 
Vrooman s sodelavci je ob enkrat tedenski aplikaciji nativne asparaginaze tiho inaktivacijo 
opredelila pri bolnikih brez kliničnih znakov alergije, ki so imeli 7. dan po aplikaciji 
aktivnost pod 100 U/L pri več zaporednih meritvah kljub vmesnim prilagoditvam odmerka 
(52). 
Za določitev encimske aktivnosti asparaginaze se večinoma uporabljajo kolorimetrične 
metode, kot najbolj natančna pa se omenja določitev s tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti (ang. high performance liquid chromatography - HPLC) (53). Kolorimetrične 
metode temeljijo na hidrolizi L-asparagina z L-asparaginazo, pri čemer nastane L-
asparaginska kislina (aspartat) in amonijak. Ena enota L-asparaginaze je definirana kot 
količina encima, ki je potrebna za pretvorbo 1 μmol L-asparagina v 1 μmol L-asparaginske 
kisline in 1 μmol amonijaka na minuto pri 37°C (54).  
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Količino nastalega amonijaka se lahko določi z uporabo kolorimetričnih reagentov in 
spektrofotometrije. Na tak način deluje t.i. Nesslerjeva metoda, kjer Nesslerjev reagent 
(kalijev tetrajodo-merkurat(II)) reagira s prej nastalim amonijakom. Nastane rumeno 
obarvan produkt, ki ga določimo spektrofotometrično (53). Alternativa tej metodi je t.i. AHA 
metoda, kjer L-asparaginaza v prisotnosti hidroksilamina pretvori L-asparagin v L-aspartat 
β-hidroksimat (AHA), ta pa z železovim(III) kloridom tvori rdeče obarvan produkt, ki ga 
spektrofotometrično določimo (53,55).  
Najbolj pogosto pa se za merjenje aktivnosti asparaginaze uporablja t.i. indooksinska metoda 
(49). Pri tej metodi L-asparaginaza v prvi stopnji hidrolizira L-aspartat β-hidroksimat (AHA, 
substrat), pri čemer nastane L-asparaginska kislina in hidroksilamin (Slika 2).  
Hidroksilamin nato reagira z 8-hidroksikinolinom, pri čemer nastane indooksin (5,8-
kinolinkinon-5-(8-hidroksi-5-kinolilimid)) (Slika 3) (54,56).  
Slika 2: Hidroliza L-aspartat β-hidroksimata (AHA). Prirejeno po (54). 
Slika 3: Nastanek indooksina iz 8-hidroksikinolina in hidroksilamina. Prirejeno po (54). 
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Indooksin je intenzivno zeleno obarvan in se ga lahko spektrofotometrično določi pri valovni 
dolžini 710 nm. Večja kot je absorbanca, več obarvanega produkta je nastalo, kar pomeni 
večjo aktivnost asparaginaze. Metoda ima dobro občutljivost, saj omogoča detekcijo 
asparaginazne aktivnosti v serumu pri vrednosti 1x10-5 U (54).  
Lanvers s sodelavci je opisala analizno metodo za terapevtsko spremljanje L-asparaginaze, 
ki temelji na indooksinski metodi in se izvaja na mikrotitrskih ploščicah. Metoda omogoča 
detekcijo 2x10-5 U asparaginaze z območjem linearnosti med 2,5 in 75 U/L (nižje območje) 
ter med 75 in 1250 U/L (višje območje) s korelacijskim koeficientom r > 0,99 (54).  
Postopek omogoča določitev asparaginazne aktivnosti v krvi med 2,5 in 25000 U/L. 
Standardi za kalibracijsko krivuljo različnih vrst asparaginaze se lahko pripravijo vnaprej 
(54). Metoda je primerna za analizo seruma in plazme, odvzame se lahko venska ali 
kapilarna kri. Ker je hidroksilamin nestabilen pri višjem pH, je delovno območje reakcije 
omejeno (53).  
V Univerzitetnem medicinskem centru Erasmus MC v Rotterdamu so na osnovi tega 
postopka razvili modificirano metodo za kvantifikacijo asparaginaze v serumu. Protokol za 
visoko in nizko koncentracijsko območje je prilagojen serumskim koncentracijam 







2 NAMEN DELA    
Za zagotovitev optimalnega odziva bolnika na zdravljenje z asparaginazo je priporočljivo 
spremljanje učinkovitosti delovanja asparaginaze. Pomembno je, da se zmanjšana aktivnost 
asparaginaze ugotovi čimprej in se temu primerno prilagodi zdravljenje z zamenjavo vrste 
asparaginaze. 
Namen magistrske naloge je ugotoviti ali je encimska spektrofotometrična metoda primerna 
za določanje encimske aktivnosti asparaginaze v serumu bolnikov, ki se zdravijo z 
asparaginazo, in za prepoznavanje tihe preobčutljivostne reakcije. 
Pri tem smo si zastavili naslednje specifične cilje: 
1) Optimizacija indooksinske metode z namenom merjenja aktivnosti asparaginaze v 
serumu.  
2) Optimizacija priprave in shranjevanja reagentov. 
3) Ocena natančnosti in točnosti metode. 
4) Ocena klinične uporabnosti metode pri bolnikih, ki se zdravijo s PEG asparaginazo 
v različnih fazah zdravljenja. 
S tem želimo potrditi naslednjo hipotezo: 
Optimizirana indooksinska metoda omogoča določanje aktivnosti asparaginaze v serumu 










3 MATERIALI IN METODE 
Postopek določitve asparaginazne aktivnosti smo priredili po protokolu, ki so ga postavili v 
Univerzitetnem medicinskem centru Erasmus MC v Rotterdamu (57). 
3.1 Oprema in aparature 
▪ Spektrofotometer (TECAN Sunrise; program Magellan V 6.6, Švica); 
▪ vodna kopel; 37°C (Memmert, Nemčija); 
▪ stresalnik (Vibromix 10 Tehtnica, Slovenija); 
▪ grelna plošča (Arec X, Velp Scientifica, Italija); 
▪ termoblok (Randox, Velika Britanija); 
▪ centrifuga za mikrotitrske ploščice (Hettich Zentrifugen Universal 320R, Nemčija); 
▪ digestorij; 
▪ tehtnica (Sartorius LA 1200S, Nemčija); 
▪ pH meter (Mettler toledo MP 220, ZDA); 
▪ mikrotitrske ploščice; 96 luknjic, ravno dno (Golias, Slovenija); 
▪ laboratorijska steklovina (čaše, bučke, erlenmajerice, merilni valji, liji); 
▪ potrošni material (krioviale 2 mL, plastične epruvete za enkratno uporabo 5 mL, 
zaščitna folija za mikrotitrske ploščice); 
▪ pipete in nastavki za pipete; 100 μL, 300 μL, 1000 μL, 5 mL (Eppendorf, Nemčija); 
▪ plastične kadičke za multikanalno pipeto.  
3.2 Reagenti  
3.2.1 Raztopine in pufri 
TRIS/BSA pufer 
Zatehtamo 1,955 g TRIS (tris (hidroksimetil) aminometan ≥ 99,9%; T6066-100 g, Trisma® 
base, Sigma Aldrich, ZDA) in 37,5 mg BSA (goveji serumski albumin; A7030-10 g, Sigma 
Aldrich, ZDA) in raztopimo v 240 mL destilirane vode. Uravnamo pH pufra na 7,3 s 5,0 in 
1,0 M HCl (klorovodikova kislina) ter dodamo vodo do končnega volumna 250 mL. Pufer 





AHA - 10 mM 
Zatehtamo 100 mg AHA (L-aspartat β-hidroksimat; A6508-100 mg, Sigma Aldrich, ZDA) 
in raztopimo v 67,6 mL TRIS/BSA pufra. Raztopino alikvotiramo po 3,5 mL v plastične 
epruvete in jih shranimo v zmrzovalnik na -20°C do 3 mesece. Pred uporabo raztopino 
substrata odtalimo in segrejemo v vodni kopeli na 37°C. 
AHA - 2 mM 
Raztopino pripravimo tik pred uporabo. V vodni kopeli na 37°C odtalimo in segrejemo 10 
mM AHA raztopino in jo razredčimo s TRIS/BSA pufrom v razmerju 1:5 (2,5 mL 10 mM 
AHA raztopine in 10 mL TRIS/BSA pufra). 
TCA - 24,5% 
Zatehtamo 24,5 g TCA (triklorocetna kislina; 3535.0100-100 g, Itrij, Slovenija) in raztopimo 
v 100 mL destilirane vode. Hranimo v hladilniku na 2-8°C (stabilnost 12 mesecev). 
Raztopina hidroksikinolina - 2% 
Zatehtamo 4 g 8-hidroksikinolina (H6878-100 g, Sigma Aldrich, ZDA) in raztopimo v 200 
mL absolutnega etanola. Raztopino hranimo na sobni temperaturi, v posodi oviti v 
aluminijasto folijo za zaščito pred svetlobo (obstojnost 12 mesecev). 
Raztopina Na2CO3 - 1,0 M 
Zatehtamo 26,5 g Na2CO3 (natrijev karbonat dekahidrat; 1416607-500 g, Kemika, Hrvaška) 
in raztopimo v 250 mL destilirane vode. Raztopino hranimo na sobni temperaturi do 6 
mesecev. 
Reagent Oxin 
Pripravimo ga tik pred uporabo, v digestoriju. Skupaj zmešamo 1 del (3 mL) 2% raztopine 
hidroksikinolina in 3 dele (9 mL) 1,0 M raztopine Na2CO3. Raztopino dobro premešamo, da 
se obarva rumeno. Oxin uporabimo v roku 30 minut od priprave. 
3.2.2 Priprava standardov in kontrol 
Standarde in kontrole smo pripravili z redčenjem raztopine PEG asparaginaze (Oncaspar® 
- 3750 enot PEG asparaginaze, prašek za raztopino za injiciranje; Baxalta, ZDA) s svežo 
zmrznjeno plazmo (ang. fresh frozen plasma - FFP; Zavod Republike Slovenije za 
transfuzijsko medicino).  
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Oncaspar® smo raztopili z destilirano vodo, da smo dobili raztopino PEG asparaginaze s 
koncentracijo 750 U/mL. Raztopina je obstojna do 48 ur pri 2-8°C. FFP (antikoagulant CPD 
- raztopina natrijevega citrata, citronske kisline, dekstroze in natrijevega fosfata) enega 
dajalca je bila hranjena na temperaturi pod -25°C in smo jo pred uporabo odtajali v vodni 
kopeli pri 37°C. 
Po protokolu je bilo potrebno pripraviti raztopine standardov asparaginaze različnih 
koncentracij v dveh območjih: 
▪ za kalibracijsko območje 5-100 U/L (5, 10, 20, 30, 50, 75 in 100 U/L); 
▪ za kalibracijsko območje 100-1000 U/L (100, 150, 250, 500, 750 in 1000 U/L). 
Za kontrolne vzorce smo pripravili naslednje raztopine: 
▪ za kalibracijsko območje 5-100 U/L: 10, 50 in 100 U/L; 
▪ za kalibracijsko območje 100-1000 U/L: 150, 500 in 1000 U/L. 
V prvi stopnji smo razredčili raztopino PEG asparaginaze (750000 U/L) s TRIS/BSA pufrom 
do koncentracije 3000 U/L (48 μL asparaginaze in 11,952 mL TRIS/BSA pufra). V drugi 
stopnji pa s FFP do koncentracije 1000 U/L (11,64 mL asparaginaze (3000 U/L) in 23,28 
mL FFP). Iz delovne raztopine s koncentracijo 1000 U/L smo nato po principu redčenja 
pripravili raztopine z nižjimi koncentracijami asparaginaze, kot je prikazano v Preglednici 
I. 
Raztopine asparaginaze, ki smo jih potrebovali za kontrolo (10, 50, 100, 150, 500 in 1000 
U/L) smo pripravili v večjih količinah.  
Vse pripravljene raztopine smo nato porazdelili v krioviale (po 200 μL) in označili. Kot slepi 
vzorec smo uporabili FFP, ki smo jo alikvotirali po 200 μL v krioviale. Alikvote smo shranili 


















3.3 Preiskovanci in priprava vzorcev 
V magistrsko delo smo vključili pediatrične bolnike, ki so bili v času izvajanja naloge na 
kemoterapiji in so se zdravili s PEG asparaginazo (Oncaspar®). Uporabili smo vzorce 
serumov 8 pediatričnih bolnikov z ALL ali T-limfoblastnim limfomom.  
Starost bolnikov na začetku zdravljenja je bila med 3 in 15 let (povprečna starost 8,4 leta), 
razdelitev po spolu je bila enakomerna (4 dečki in 4 deklice). Od posameznih bolnikov smo 
med njihovim zdravljenjem pridobili različno število vzorcev, ki so jim bili odvzeti v 
različnih časovnih intervalih po aplikaciji PEG asparaginaze.  
Kri so bolnikom odvzeli ob redni diagnostiki v serumsko epruveto brez dodatkov in 
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temperaturi, odpipetirali serum, ga alikvotirali v krioviale in do analize hranili zamrznjene 
na ≤ -70°C. 
3.4 Postopek določitve encimske aktivnosti asparaginaze  
Za določitev aktivnosti asparaginaze smo sledili spodaj navedenim korakom (podrobno 
predstavljeni v nadaljevanju): 
1) Odtalitev standardov, kontrol, vzorcev in substrata AHA. 
2) Segrevanje substrata AHA. 
3) Pipetiranje standardov, kontrol in vzorcev v mikrotitrsko ploščico.  
4) Dodatek substrata AHA. 
5) Inkubacija mikrotitrske ploščice pri 37°C. 
6) Zaustavitev reakcije z dodatkom 24,5% TCA. 
7) Centrifugiranje mikrotitrske ploščice. 
8) Prenos supernatanta na drugo polovico mikrotitrske ploščice. 
9) Dodatek Oxin-a. 
10) Inkubacija mikrotitrske ploščice pri 95°C. 
11) Ohladitev mikrotitrske ploščice na sobni temperaturi. 
12) Meritev absorbance pri 690 nm. 
Ad 1,2) Standarde, kontrole, slepi vzorec in vzorce bolnikov smo odtalili v vodni 
kopeli pri 37°C. Hkrati smo v vodni kopeli odtalili in segreli na 37°C 10 mM raztopino 
AHA. Za polovico mikrotitrske ploščice smo porabili približno 14 mL 10 mM AHA (4 
epruvete). Za nizko kalibracijsko območje smo 10 mM raztopino AHA razredčili s 
TRIS/BSA pufrom do 2 mM raztopine, oboje segreto na 37°C.  
Ad 3) Odmrznjene standarde (ST), kontrole (C), slepi vzorec (BL) in vzorce bolnikov 
(VZ) smo premešali na stresalniku (za par sekund) in jih v paralelkah po 20 μL nanesli na 
mikrotitrsko ploščico po prikazani shemi (Slika 4).  
Ad 4) V mikrotitrsko ploščico smo z multikanalno pipeto dodali po 180 μL segretega 
substrata AHA in prelitega v segreto kadičko. Pipetirali smo hitro, da se substrat ne bi ohladil 






Ad 5) Po dodatku substrata smo mikrotitrsko ploščico pokrili z zaščitno folijo in jo v 
termobloku stresali 5 sekund na 600 rpm. Nato smo jo inkubirali 10 minut (za visoko 
kalibracijsko območje) oz. 30 minut (za nizko kalibracijsko območje) pri 37°C. Ob koncu 
smo ploščico zopet stresali 5 sekund na 600 rpm. 
Ad 6,7) Iz ploščice smo odstranili zaščitno folijo in z multikanalno pipeto v vsako 
vdolbinico pipetirali 60 μL 24,5% TCA, da smo zaustavili reakcijo. Ploščico smo zopet 
prekrili z zaščitno folijo in jo centrifugirali 5 minut na 590 x g na sobni temperaturi. Da smo 
A) 
B) 
Slika 4: A) Shema mikrotitrske ploščice za visoko kalibracijsko območje (100-1000 U/L). B) Shema 
mikrotitrske ploščice za nizko kalibracijsko območje (5-100 U/L). 
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preprečili morebitno premešanje, smo na centrifugi vklopili funkciji soft start (začetek 
centrifugiranja z najdaljšim časom) in soft stop (ustavitev centrifugiranja brez zavore).  
Ad 8) Po centrifugiranju smo odstranili zaščitno folijo in supernatant iz desne strani 
ploščice prenesli na levo stran (v kolone od 1 do 6 po enaki shemi kot na začetku). Za visoko 
kalibracijsko območje smo slepi vzorec, standarde, kontrolne vzorce in vzorce bolnikov 
razredčili neposredno v vdolbinicah, tako da smo najprej v vdolbinice pipetirali po 40 μL 
destilirane vode in nato prenesli po 20 μL supernatanta. Za nizko kalibracijsko območje pa 
smo na levo stran ploščice direktno prenesli po 50 μL supernatanta. Pri prenosu smo pazili, 
da s pipeto nismo segli do dna vdolbinic in hkrati s supernatantom prenesli še usedline.  
Ad 9) Reagent Oxin smo pripravili v digestoriju. V erlenmajerico smo odmerili 9 mL 
1,0 M raztopine Na2CO3 in 3 mL 2% raztopine hidroksikinolina ter dobro premešali, da se 
je raztopina obarvala rumeno. Z multikanalno pipeto smo v vdolbinice s supernatantom 
dodali po 200 μL Oxina.  
Ad 10,11) Ploščico smo pokrili z zaščitno folijo in jo inkubirali 1 minuto na grelni 
plošči pri 95°C. Nato smo ploščico umaknili iz grelne plošče, odstranili folijo in jo pustili 
20 minut, da se ohladi na sobni temperaturi (Slika 5).  
Slika 5: Mikrotitrska ploščica v času hlajenja na sobni temperaturi (na levi polovici se 
razvija barva produkta indooksina, na desni so vidne usedline in preostanek supernatanta) 
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Ad 12) S spektrofotometrom TECAN Sunrise smo izmerili absorbanco indooksina pri 
690 nm. Protokol merjenja absorbance smo definirali v programu Magellan V 6.6 (TECAN). 
3.4.1 Kalibracijska krivulja in kontrola kvalitete 
Kalibracijska krivulja je razmerje med vrednostmi absorbanc, ki jim je bila odšteta 
povprečna vrednost slepega vzorca in aktivnostjo asparaginaze v enotah U/L. Krivulja (4-
parametrična krivulja Marquardt) se je izrisala s programom Magellan V 6.6 na podlagi 
vpisanih koncentracij za standarde pri vsaki seriji meritev. 
Pri pravilni izvedbi analize je moral korelacijski koeficient r za krivuljo (mera za linearno 
povezanost med spremenljivkama) biti večji od 0,9. Vrednosti standardov in kontrol so 
morale pri vsaki seriji ustrezati spodaj navedenim kriterijem, ki smo jih povzeli po protokolu 
Erasmus MC: 
▪ Standardi - vsaj 2/3 povprečnih vrednosti standardov mora biti med 80 in 120% 
njihove nominalne vrednosti. 
▪ Kontrole - vsaj 2/3 kontrol mora biti med 80 in 120% njihove nominalne vrednosti. 
Nominalne vrednosti in sprejemljiva območja aktivnosti so navedena v Preglednici II. 
Preglednica II: Preračun sprejemljivega območja aktivnosti za standarde in kontrole 
nominalna 
vrednost [U/L] 
80 - 120% nominalne 
vrednosti 
5 4 - 6 
10 8 - 12 
20 16 - 24 
30 24 - 36 
50 40 - 60 
75 60 - 90 
100 80 - 120 
150 120 - 180 
250 200 - 300 
500 400 - 600 
750 600 - 900 
1000 800 - 1200 
19 
 
Aktivnost asparaginaze v vzorcih bolnikov smo najprej določali v visokem kalibracijskem 
območju (100-1000 U/L), saj smo predvidevali, da bo v večini vzorcev aktivnost 
asparaginaze nad 100 U/L. V primerih, ko je bila določena manjša aktivnost, smo analizo 
ponovili v nizkem kalibracijskem območju (5-100 U/L). Vzorce z aktivnostjo nad 1200 U/L 
bi morali po Erasmus MC protokolu dodatno redčiti s TRIS/BSA pufrom. V našem primeru 
smo vrednosti do 1500 U/L odčitali iz ekstrapolirane krivulje (faktor ekstrapolacije 1,5), 
vzorce z aktivnostmi nad 1500 U/L pa podali kot >1500 U/L.  
3.5 Verifikacija metode 
Za potrditev analitske ustreznosti opisanega postopka za določanje asparaginazne aktivnosti 
smo opredelili statistične parametre, ki so del verifikacijskega protokola. Vse parametre smo 
izračunali s programom Microsoft Office Excel 2016.  
3.5.1 Natančnost  
Natančnost analizne metode opisuje ujemanje med izmerjenimi vrednostmi. Določimo jo s 
ponovitvami meritev pri enakih pogojih. Glede na te ločimo ponovljivost med serijami 
(ujemanje rezultatov enega ali več vzorcev, ki jih dobimo z enakim postopkom tekom 
daljšega obdobja) in ponovljivost znotraj serije (ujemanje rezultatov istega vzorca, ki jih 
dobimo s postopkom v eni seriji). Izrazimo jo s standardnim odklonom (SD) ali koeficientom 
variacije (KV) (58).  






Izračun KV:   KV = 
𝑆𝐷
?̅?
100    
Glede na smernice za validacijo bioanalitske metode, ki jih je leta 2011 izdala Evropska 
agencija za zdravila in medicinske pripomočke (ang. European Medicines Agency - EMA) 











3.5.2 Točnost  
Točnost opisuje ujemanje med izmerjeno in ciljno vrednostjo. Izrazili smo jo z relativno 
napako (RE) (58).  
Izračun RE:   RE =  
 𝑥 ̅− 𝑥𝑐𝑖𝑙𝑗
𝑥𝑐𝑖𝑙𝑗
100 
Po smernicah, ki jih je izdala EMA, RE ne sme presegati 20% (59). 
3.5.3 Merilna negotovost  
Odklon od prave vrednosti je posledica naključnih in sistematičnih napak. Vpliv naključnih 
napak na rezultat meritev izrazimo z natančnostjo metode, vpliv sistematičnih napak pa s 
točnostjo metode. Merilna negotovost predstavlja skupen vpliv naključnih in sistematičnih 
napak na rezultate meritev. Izrazimo jo s celokupno analitsko napako (TE) (58,60).   
Izračun TE (s 95% intervalom zaupanja):   TE = RE + 1,65 KV  
 
 
EMA je v smernicah za validacijo bioanalitske metode za sprejemljivo TE postavila mejo 






TE…..celokupna analitska napaka 
RE…..relativna napaka (med serijami) 




4 REZULTATI  
4.1 Optimizacija metode določanja encimske aktivnosti asparaginaze 
Stabilnost substrata AHA 
Želeli smo preveriti stabilnost pripravljenega substrata glede na čas in pogoje shranjevanja. 
V prvi seriji smo uporabili raztopino substrata, ki smo jo hranili 1 dan v hladilniku (2-8°C), 
v drugi seriji raztopino, ki je bila 2 meseca hranjena v hladilniku in v tretji seriji raztopino, 
ki je bila 3 mesece hranjena v zmrzovalniku (-20°C). Preglednica III prikazuje rezultate 
meritev asparaginazne aktivnosti izmerjene v treh serijah v visokem kalibracijskem 
območju. 
Preglednica III: Izmerjene absorbance in izračunane aktivnosti asparaginaze v slepem vzorcu (BL), 
standardih (ST) in kontrolah (C) pri uporabi substrata AHA, ki je bil hranjen pri različnih pogojih; z 

















BL 0,073 / 0,246 / 0,159 / 
BL 0,074 / 0,243 / 0,153 / 
ST 100 0,149 82,1 0,358 124,4 0,218 100,4 
ST 100 0,147 78,4 0,351 114,5 0,219 102,0 
ST 150 0,187 152,1 0,375 149,1 0,249 148,9 
ST 150 0,187 152,1 0,381 157,9 0,248 147,3 
ST 250 0,256 286,5 0,339 97,6 0,301 236,9 
ST 250 0,255 284,4 0,491 339,7 0,315 263,3 
ST 500 0,355 499,6 0,583 539,1 0,414 523,3 
ST 500 0,342 470,0 0,552 464,3 0,406 494,9 
ST 750 0,455 750,4 0,657 794,4 0,459 732,0 
ST 750 0,446 725,9 0,671 881,4 0,457 720,4 
ST 1000 0,536 996,9 0,626 666,3 0,497 1030 
ST 1000 0,544 1025 0,720 1001 0,495 1009 
C 150 0,188 153,9 0,396 180,5 0,25 150,4 
C 150 0,184 146,4 0,354 118,7 0,26 166,5 
C 500 0,359 508,9 0,593 565,7 0,416 530,8 
C 500  0,344 474,5 0,680 980,9 0,403 484,8 
C 1000 0,524 956,8 0,792 1281 0,501 1074 
C 1000 0,519 940,6 0,636 702,4 0,502 1085 
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Po 2 mesecih hranjenja substrata na 2-8°C smo opazili nenavadne meritve absorbanc - 
vrednosti so bile vedno večje, vključno s slepim vzorcem. Pri uporabi ''svežega'' substrata je 
bila absorbanca slepega vzorca pod 0,100, po 2 mesecih pa je že presegla 0,200. Vedno več 
vrednosti standardov in kontrol ni dosegalo zahtevanih kriterijev, izven sprejemljivega 
območja (med 80 in 120% nominalne vrednosti) je bila polovica vseh meritev. 
Po pripravi sveže raztopine substrata, so bile absorbance zopet manjše, zahtevanim 
kriterijem pa je ustrezalo več standardov in kontrol kot prej.  
Da bi dosegli boljšo stabilnost substrata, smo raztopino AHA shranili v zmrzovalniku na -
20°C in jo porabili v roku 3 mesecev, kar se je izkazalo za dobro rešitev. Iz Preglednice III 
je razvidno, da se absorbance niso toliko povečale, znotraj sprejemljivega območja 
aktivnosti pa so bili vsi standardi in kontrole.  
Spektrofotometrično merjenje 
Absorbanco indooksina smo sprva zaradi tehničnih omejitev izmerili pri valovni dolžini 620 
nm. Krivulja standardov se je slabo prilegala, r < 0,99 (Slika 6A), med posameznimi 
paralelnimi meritvami pa je bil večji razpon (standard 500 U/L in 750 U/L), kar pomeni, da 
so bile te meritve slabo ponovljive.  
Zato smo pridobili nov optični filter, ki je prepuščal svetlobo valovne dolžine 690 nm. Slika 
6B prikazuje kalibracijsko krivuljo izmerjeno pri 690 nm za visoko kalibracijsko območje. 
Prileganje točk je dobro, r > 0,99.  
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Da smo ugotovili absorpcijski maksimum indooksina, smo s spektrofotometrom izmerili 
spekter indooksina v območju 500-750 nm (Slika 7). Absorpcijski maksimum se nahaja med 
690 in 710 nm. 
 
Slika 6: A) Kalibracijska krivulja določena pri 620 nm (r = 0,980). B) Kalibracijska 
krivulja določena pri 690 nm (r = 0,998). 
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Čas do merjenja absorbance 
Po 1-minutni inkubaciji pri 95°C smo morali po izbranem protokolu pred merjenjem 
absorbance mikrotitrsko ploščico ohladiti na sobno temperaturo in izmeriti absorbanco po 
točno 10 minutah. Ker nas je zanimalo, kako se absorbanca spreminja s časom, smo opravili 
meritve še po 20 minutah po inkubaciji. 
Izračunali smo povprečne vrednosti aktivnosti asparaginaze in odstopanje kontrolnih 
vzorcev od ciljne vrednosti na podlagi rezultatov 24 meritev izmerjenih 10 in 20 minut po 








Slika 7: Absorpcijski spekter indooksina 
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Preglednica IV: Primerjava meritev kontrolnih vzorcev glede na čas po inkubaciji; n - število 
meritev 
Po 10 minutah so bile povprečne vrednosti vseh kontrolnih vzorcev nekoliko večje kot pri 
meritvi po 20 minutah. Tudi odstopanje od ciljne vrednosti je bilo večje pri vseh kontrolnih 
vzorcih izmerjenih po 10 minutah v primerjavi z vrednostmi izmerjenimi po 20 minutah. 
Največje odstopanje od ciljne vrednosti je bilo pri določitvi kontrolnega vzorca z aktivnostjo 
1000 U/L - pri meritvah po 10 minutah smo izračunali 29,4% odstopanje, pri meritvah po 
20 minutah pa skoraj za polovico manjše odstopanje (13,6%). Povprečno odstopanje od 
ciljne vrednosti je pri meritvah po 10 minutah presegalo 20%, pri meritvah po 20 minutah 
pa je znašalo 11,6%. 
Slika 8 prikazuje kalibracijski krivulji, ki smo ju določili pri meritvi iste serije standardov 
in kontrolnih vzorcev v visokem kalibracijskem območju po 10 in 20 minutah po koncu 
zadnje inkubacije. Prileganje kalibracijske krivulje je bilo nekoliko boljše po 20 minutah (r 
0,999). Absorbance posameznih standardov po 20 minutah so bile večje v primerjavi z 
absorbancami po 10 minutah, kjer največji standard ni presegel vrednosti 0,300; po 20 
minutah pa smo izmerili absorbanco več kot 0,400. 
 nizko kalibr. območje visoko kalibr. območje 
aktivnost asparaginaze  
ciljna vrednost [U/L] 
10 50 100 150 500 1000 






po 10 min 12,0 61,4 122 173 599 1294 




po 10 min 20,4 22,8 21,9 15,1 19,8 29,4 21,6 %̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ 




Izbira kalibracijske krivulje 
Na podlagi izbranega protokola smo za prilagajanje točk na model krivulje s programsko 
opremo Magellan V 6.6 izbrali kvadratno krivuljo in prilagoditev s 4-parametrično krivuljo 
Marquardt (4P Marquardt).  
Slika 8: A) Kalibracijska krivulja določena po 10 minutah (r = 0,997). B) Kalibracijska 
krivulja določena po 20 minutah (r = 0,999). 
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Slika 9 prikazuje kalibracijski krivulji, ki smo ju določili pri meritvi serije standardov 
visokega kalibracijskega območja po 20 minutah. Zgornja krivulja (A) je kvadratna krivulja, 
spodnja (B) pa 4P Marquardt krivulja.  
  
Slika 9: A) Primer kvadratne kalibracijske krivulje (r = 1,00). B) Primer 4P Marquardt 
kalibracijske krivulje (r = 1,00). 
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Ugotovili smo, da je v primerjavi s kvadratno krivuljo 4P Marquardt krivulja omogočila 
primernejši izpis vseh meritev, vključno z ekstrapoliranimi rezultati. 4P Marquardt krivulja 
je enako kot kvadratna krivulja imela dober korelacijski faktor (r > 0,9), tudi na pogled med 
krivuljama ni bilo opaznih razlik, kar prikazuje Slika 9. 
4.2 Verifikacija optimizirane metode 
4.2.1 Natančnost 
Natančnost metode smo ocenili z meritvami vseh nivojev kontrolnih vzorcev v nizkem in 
visokem kalibracijskem območju. Ovrednotili smo jo z določitvama ponovljivosti med 
serijami in ponovljivosti znotraj serije.  
Ponovljivost med serijami 
Ponovljivost med serijami smo izračunali iz rezultatov meritev kontrolnih vzorcev 14 serij 
v nizkem kalibracijskem območju in 20 serij v visokem kalibracijskem območju (Priloga 
2). Povprečne vrednosti, SD in KV so podani v Preglednici V.  
Največji odklon (KV 14,4%) smo izračunali pri najmanjši aktivnosti, najmanjši (KV 5,2%) 
pa pri aktivnosti 100 U/L. Povprečni KV je znašal 9,6%. 
Preglednica V: Ponovljivost metode med serijami za nizko (5-100 U/L) in visoko kalibracijsko 
območje (100-1000 U/L); n - število meritev 
Ponovljivost znotraj serije 
Aktivnost asparaginaze smo določili v 24 vzporednih meritvah znotraj ene serije za vsako 
koncentracijo kontrolnega vzorca v nizkem in visokem kalibracijskem območju (rezultati 
meritev v Prilogi 3). Izračunane vrednosti so podane v Preglednici VI. 
 nizko kalibr. območje visoko kalibr. območje 
aktivnost asparaginaze  
ciljna vrednost [U/L] 
10 50 100 150 500 1000 
n 14 20 
aktivnost asparaginaze  
povprečna vrednost [U/L] 12,5 52,2 103 158 518 1088 
SD [U/L] 1,8 4,2 5,4 12,2 46,0 147 
KV [%] 14,4 8,1 5,2 7,8 8,9 13,5 




Pri vseh kontrolnih vzorcih smo v povprečju določili KV manjši od 20%. Znotraj serije so 
bili najmanj ponovljivi rezultati pri najmanjši aktivnosti encima (KV 7,8%), najbolj 
ponovljivi pa v območju aktivnosti 100-150 U/L (KV 3,2-4,8%). Povprečni KV znotraj 
serije (KV ̅̅ ̅̅  6,0%) je bil manjši kot med serijami, kar je bilo pričakovano. 
Preglednica VI: Ponovljivost metode znotraj serije za nizko (5-100 U/L) in visoko kalibracijsko 
območje (100-1000 U/L); n - število meritev  
4.2.2 Točnost 
Točnost metode smo preverili z meritvami kontrolnih vzorcev v nizkem in visokem 
kalibracijskem območju. Rezultate smo primerjali s ciljnimi vrednostmi in točnost izrazili z 
relativno napako (RE).  
Točnost med serijami 
Opravili smo meritve kontrolnih vzorcev v 14 serijah v nizkem kalibracijskem območju in 
v 20 serijah v visokem kalibracijskem območju (Priloga 2). Izračunane vrednosti so podane 
v Preglednici VII.  
Največji odklon od ciljne vrednosti smo izračunali pri najmanjši aktivnosti encima, kjer je 
RE presegla 20%, najmanjši odklon pa smo določili za aktivnost 100 U/L, kjer je bila RE 






 nizko kalibr. območje visoko kalibr. območje 
aktivnost asparaginaze  
ciljna vrednost [U/L] 
10 50 100 150 500 1000 
n 24 24 
aktivnost asparaginaze  
povprečna vrednost [U/L] 11,1 57,7 113 161 545 1136 
SD [U/L] 0,9 4,1 5,5 5,1 30,7 82,4 
KV [%] 7,8 7,0 4,8 3,2 5,6 7,3 




Preglednica VII: Točnost metode med serijami za nizko (5-100 U/L) in visoko kalibracijsko 
območje (100-1000 U/L); n - število meritev  
Točnost znotraj serije 
Aktivnost asparaginaze smo določili v 24 vzorcih (znotraj ene serije) za vsako koncentracijo 
kontrolnega vzorca v nizkem in visokem kalibracijskem območju (Priloga 3). Izračunane 
vrednosti so podane v Preglednici VIII. 
Znotraj serije smo določili najmanjšo RE pri aktivnosti 150 U/L (7,2%), največjo RE pa pri 
aktivnosti 50 U/L (15,5%). Povprečna RE je bila 11,6%. 
Preglednica VIII: Točnost metode znotraj serije za nizko (5-100 U/L) in visoko kalibracijsko 
območje (100-1000 U/L); n - število meritev 
4.2.3 Celokupna analitska napaka 
Iz povprečne napake med serijami in povprečne ponovljivosti med serijami smo izračunali 
celokupno analitsko napako TE (24,2%). 
TE = RE + 1,65 × KV  
TE = 8,30% + 1,65 × 9,64%  
TE = 24,2%  
 
 nizko kalibr. območje visoko kalibr. območje 
aktivnost asparaginaze  
ciljna vrednost [U/L] 
10 50 100 150 500 1000 
n 14 20 
aktivnost asparaginaze  
povprečna vrednost [U/L] 12,5 52,2 103 158 518 1088 
RE [%] 25,3 4,5 2,5 5,1 3,6 8,8 
𝐑𝐄 ̅̅ ̅̅  = 
8,3% 
 nizko kalibr. območje visoko kalibr. območje 
aktivnost asparaginaze  
ciljna vrednost [U/L] 
10 50 100 150 500 1000 
n 24 24 
aktivnost asparaginaze  
povprečna vrednost [U/L] 11,1 57,7 113 161 545 1136 
RE [%] 10,6 15,5 13,4 7,2 9,1 13,6 




4.2.4 Primerjava med laboratoriji 
Primerljivost rezultatov med laboratoriji smo preverili z analizo 3 vzorcev standarda (50, 
100 in 500 U/L). Poslali smo jih v laboratorij v Zagreb, kjer za določitev asparaginazne 
aktivnosti uporabljajo enako metodo. Poslane vzorce so analizirali kot vzorce bolnikov. 
Ujemanje meritev s ciljnimi vrednostmi smo izrazili z RE. Primerjali smo tudi ujemanje 
meritev zunanjega laboratorija z našimi meritvami (izrazili z REML). Rezultati so 
predstavljeni v Preglednici IX. 
Preglednica IX: Aktivnosti asparaginaze določene v našem in zunanjem laboratoriju ter relativne 
napake meritev; RE - ujemanje med ciljno vrednostjo in meritvami, REML - ujemanje med našimi 
meritvami in meritvami zunanjega laboratorija 
ciljna vrednost [U/L] 50 100 500 
aktivnost asparaginaze določena v 







(1,4%) 𝐑𝐄̅̅̅̅  = 1,2% 
aktivnost asparaginaze določena v 







(2,1%) 𝐑𝐄̅̅̅̅  = 7,2% 
REML  9,8% 7,8% 0,7% 𝐑𝐄 ̅̅ ̅̅ ML = 6,1% 
 
Aktivnosti, ki so jih določili v zunanjem laboratoriju so bile blizu svojim ciljnim vrednostim. 
Do največjega odstopanja je prišlo pri vzorcu s ciljno vrednostjo 50 U/L, kjer je bila največja 
RE (10,9%). Povprečno odstopanje zunanjega laboratorija od ciljnih vrednosti je bilo 7,2%. 
Odstopanje naših meritev od ciljnih vrednosti je bilo manjše (RE ̅̅ ̅̅  1,2%). Najbolj smo se z 
zunanjim laboratorijem ujemali pri merjenju vzorca s ciljno vrednostjo 500 U/L (REML 
0,7%), najmanj pa pri merjenju vzorca s ciljno vrednostjo 50 U/L (REML 9,8%). Povprečno 




4.3 Analiza vzorcev preiskovancev 
Vzorce seruma smo pridobili od 8 bolnikov (B1-B8) na zdravljenju s PEG asparaginazo 
(Oncaspar®). Za posamezne bolnike smo prejeli različno število vzorcev. V primeru 
bolnikov B1, B2 in B8 so bili vzorci odvzeti po le eni izmed aplikacij, medtem ko smo pri 
preostalih bolnikih pridobili vzorce po dveh različnih aplikacijah asparaginaze. 
Skupno smo analizirali 33 vzorcev v več serijah, od tega smo 7 vzorcev analizirali v obeh 
območjih merjenja. Zbirni podatki rezultatov so podani v Preglednicah X in XI. V 
preglednici je podatek koliko dni je minilo od aplikacije Oncaspar® do odvzema vzorca (∆ 
t). Če je bolnik prejel odmerek asparaginaze na dan d, podatek +4 pomeni, da mu je bil 
odvzet vzorec krvi 4. dan od dneva aplikacije asparaginaze.  
Preglednica X: Aktivnost asparaginaze pri bolnikih (za območje 100-1000 U/L); ∆ t - število dni, ki 
je minilo med aplikacijo asparaginaze in odvzemom vzorca, * - analiza narejena še v nizkem območju 
št. bolnika diagnoza ∆ t 
aktivnost 
asparaginaze [U/L] 
B1 ALL  
(pre B, Ph+) +4 407 
B2 
  
ALL relaps  

















































Pri bolnikih B6 in B7 je bila analiza opravljena še v nizkem kalibracijskem območju (5-100 
U/L). Pri analizi rezultatov smo upoštevali rezultate slednje analize (Preglednica XI). 
Preglednica XI: Aktivnost asparaginaze pri bolnikih (za območje 5-100 U/L); ∆ t – število dni, ki je 









št. bolnika diagnoza ∆ t 
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Za vsako serijo meritev smo določili kalibracijsko krivuljo - pri vseh smo za prileganje točk 
uporabili 4P Marquardt krivuljo in ekstrapolacijski faktor 1,5. Slika 10 prikazuje eno izmed 
kalibracijskih krivulj za visoko kalibracijsko območje (A) in kalibracijsko krivuljo za nizko 
kalibracijsko območje (B). Izračunane vrednosti standardov in kontrol za vse vzorce so 
prikazane v Prilogi 4. Za sprejemljivost standardov in kontrol smo upoštevali kriterije 
opisane v poglavju 3.4.1. 
Slika 10: A) Kalibracijska krivulja za visoko kalibracijsko območje (100-1000 U/L). B) Kalibracijska 





5.1 Optimizacija metode določanja encimske aktivnosti asparaginaze 
Stabilnost substrata AHA 
Ker smo tekom eksperimentov med serijami opažali razlike v absorbancah in slabo 
ponovljivost med paralelkami smo preverili stabilnost substrata. V Erasmus MC protokolu 
so bili navedeni pogoji shranjevanja in stabilnost raztopine AHA: neraztopljen substrat se 
hrani na -20°C, raztopina pa naj bi bila stabilna na 4°C do 6 mesecev (57). Po teh navodilih 
smo raztopino alikvotirali v epruvete in shranili v hladilnik (2-8°C). Kasneje smo pripravili 
novo raztopino in jo shranili na -20°C. 
Iz rezultatov merjenj aktivnosti asparaginaze pri različnih pogojih shranjevanja substrata 
(Preglednica III) lahko sklepamo, da je substrat, ki je hranjen v hladilniku, uporaben le 
kratek čas (<2 meseca). Daljše hranjenje substrata je mogoče pri nižjih temperaturah (-
20°C). Pred uporabo smo substrat raztopili v TRIS/BSA pufru. A kljub dodanemu BSA, ki 
v pufru poveča stabilnost substrata, ta v raztopini spontano razpada. Substrat je tudi zelo 
občutljiv na spremembo pH. Zato je raztopljeni substrat potrebno hraniti pri bolj stabilnih 
pogojih. Poleg tega pri višji temperaturi tvegamo razvoj mikroorganizmov, saj je TRIS/BSA 
pufer občutljiv na razvoj bakterij. Zaradi večjega nihanja temperature v hladilniku je bila 
hranitev v zmrzovalniku bolj primerna.  
Glede na rezultate in vse našteto zaradi praktičnosti in načina dela menimo, da je raztopino 
substrata najprimerneje hraniti na -20°C in jo porabiti v 3 mesecih od priprave. 
Spektrofotometrično merjenje 
Protokol Erasmus MC je navajal merjenje absorbance pri valovni dolžini 690 nm (57). Ker 
sprva nismo imeli na voljo optičnega filtra, ki bi prepuščal svetlobo takšne valovne dolžine, 
smo poskusili izmeriti absorbanco nastalega indooksina z obstoječim filtrom (620 nm). V 
literaturi najdemo podatek o absorpcijskem maksimumu indooksina pri 705 nm, zato je bilo 
zelo verjetno, da valovna dolžina 620 nm ne bo primerna za merjenje absorbance indooksina 
(61). Da bi preverili, kakšna je razlika med absorbanco indooksina pri 620 nm v primerjavi 
z absorbanco pri 690 nm, smo izmerili absorpcijski spekter indooksina v območju 500-750 
nm (Slika 7). 
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Iz spektra je razvidno, da indooksin najmočneje absorbira svetlobo v območju med 690 in 
710 nm, pri 620 nm pa se delež absorbirane svetlobe šele začne povečevati. Po Beer-
Lambertovem zakonu je absorbanca odvisna od koncentracije analita v vzorcu, dolžine 
prepotovane poti svetlobe in molarnega absorpcijskega koeficienta, razmerje med 
absorbanco in koncentracijo analita pa je premosorazmerno. Najmanjšo napako pri določitvi 
koncentracije analita naredimo pri čim večji vrednosti molarnega absorpcijskega 
koeficienta, ki je največja pri absorpcijskem maksimumu analita (če to dovoljuje ozadje 
vzorce). Z meritvijo absorbance pri 620 nm bi naredili preveliko napako pri določitvi 
koncentracije indooksina in s tem aktivnosti asparaginaze v vzorcu (Slika 6). Zato smo 
pridobili nov optični filter in vse nadaljnje meritve opravili pri 690 nm. 
Čas do merjenja absorbance 
Po Erasmus MC protokolu bi morali izmeriti absorbanco indooksina po točno 10 minutah 
po inkubaciji (57). Sami smo poizkušali različna časovna obdobja in izmerili absorbanco po 
preteku 10 in 20 minut. Izkazalo se je, da so se vrednosti absorbanc posameznih vzorcev s 
časom večale, izračunane aktivnosti pa so se bolj približale svojim ciljnim vrednostim 
(povprečno odstopanje od ciljne vrednosti 11,6%). Iz Slike 8 je razvidno, da je bil po 20 
minutah razpon med najmanjšo in največjo absorbanco večji kot po 10 minutah. Večji 
razpon krivulje pomeni večji vpliv spremembe signala na izračun koncentracije analita in 
večjo občutljivost merilnega sistema, zato je bolje meriti absorbance, ki niso prenizke.  
Ugotavljamo, da so bili rezultati bližje ciljni vrednosti, če smo absorbance izmerili šele 20 
minut po inkubaciji. Tudi iz literature je znano, da se barva nastalega produkta indooksina v 
celoti razvije v 15 minutah po inkubaciji pri 95°C in ostane stabilna še 30 minut (61). Zato 
smo se odločili, da bomo podaljšali čas ob katerem merimo nastali produkt iz 10 na 20 minut. 
Izbira kalibracijske krivulje 
Za kalibracijsko krivuljo smo, kot je bilo navedeno v Erasmus MC protokolu, najprej izbrali 
kvadratno krivuljo, ki se je dobro prilegala točkam (r > 0,9) (57). Kasneje smo jo zaradi 
načina prikaza rezultatov in ustreznih izračunov nadomestili s 4P Marquardt krivuljo. 
Kot je razvidno iz Slike 9 se je 4P Marquardt kalibracijska krivulja izkazala za dober 
nadomestek kvadratni krivulji, zato smo jo uporabili pri določanju verifikacijskih 
parametrov metode in analizi vzorcev preiskovancev.  
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5.2 Verifikacija optimizirane metode 
5.2.1 Natančnost 
Ponovljivost med serijami 
KV med serijami so za našo metodo znašali med 5,2 in 14,4% (KV ̅̅ ̅̅  9,6%) (Preglednica V). 
Pričakovali bi, da bodo KV manjši pri večjih aktivnostih, a tega nismo dokazali. KV se je 
zmanjševal od najmanjše do največje aktivnosti v nizkem kalibracijskem območju, v 
visokem kalibracijskem območju pa je naraščal. Podoben trend je določila tudi Lanvers s 
sodelavci, a le v nizkem kalibracijskem območju (54). 
V primerjavi s podatki iz literature (KV ̅̅ ̅̅  5,4%) (54) so bile naše meritve med serijami manj 
ponovljive (KV ̅̅ ̅̅  9,6%). Kljub temu je bila ponovljivost med serijami dovolj dobra, saj so bile 
vse vrednosti KV manjše od 20%, kar ustreza smernicam EME.  
Ponovljivost znotraj serije 
KV znotraj serije so znašali med 3,2 in 7,8% (KV ̅̅ ̅̅  6,0%) (Preglednica VI), kar je v skladu s 
smernicami. V literaturi so opisani manjši KV (med 2 in 5,7%), a so izračuni opravljeni le 
na podlagi 8 meritev (54). 
Pri določanju ponovljivosti znotraj serije pride do manjših nihanj delovnih okoliščin kot med 
serijami, zato je bil nižji KV ̅̅ ̅̅  znotraj serije pričakovan.  
5.2.2 Točnost 
Točnost med serijami 
Relativna napaka med serijami je znašala med 2,5 in 25,3% (RE ̅̅ ̅̅  8,3%) (Preglednica VII). 
Podobno opisuje tudi Lanvers s sodelavci, ki je prav tako določila največji odklon od ciljne 
vrednosti pri aktivnosti 10 U/L, v povprečju pa so določili manjšo RE (RE ̅̅ ̅̅  5,1%). V 
primerjavi z navedbami iz literature smo za vse vrednosti izračunali pozitivne vrednosti RE, 
kar pomeni, da so bile meritve večje od ciljne vrednosti (54). Z izjemo najmanjšega 





Točnost znotraj serije 
Relativna napaka znotraj serije je znašala med 7,2 in 15,5% (RE ̅̅ ̅̅  11,6%) (Preglednica VIII). 
Vse povprečne vrednosti meritev so bile večje od ciljnih vrednosti. Nobena RE ni presegla 
20%, kar je v skladu s smernicami. 
V primerjavi z meritvami med serijami smo pri meritvah znotraj serije v povprečju izračunali 
večjo RE. Enako opisuje Lanvers s sodelavci, ki je največjo RE v seriji 8 vzorcev določila 
pri aktivnosti 1000 U/L (RE 11,8%), povprečna RE pa je znašala 7,4% (54). Na večja 
odstopanja znotraj serije bi lahko vplivala hitrost pipetiranja substrata in raztopine za 
ustavljanje reakcije (TCA).   
5.2.3 Celokupna analitska napaka 
Izračunana TE (24,2%) je ustrezala smernicam, ki jih je postavila EMA za ocenitev točnosti 
in natančnosti analizne metode (TE < 30%). TE predstavlja skupen vpliv naključnih in 
sistematičnih napak na rezultate meritev in se lahko izboljša z odpravo sistematičnih napak, 
ki vplivajo na točnost rezultatov.  
Med sistematične napake uvrščamo napake analitika in aparatur. Sami lahko pripomoremo 
k čim manjši TE s pravilno pripravo vzorcev in standardov, z upoštevanjem pogojev 
shranjevanja in rokov uporabe raztopin, s pravilnim pipetiranjem in z uporabo primerne 
opreme (kalibrirane pipete, tehtnica, pH meter, spektrofotometer). 
5.2.4 Primerjava med laboratoriji 
Z analizo vzorcev v zunanjem laboratoriju smo hoteli ugotoviti ali so naši rezultati 
primerljivi z drugimi laboratoriji. Odstopanje med laboratoriji je bilo majhno (REML 6,1%). 
V primerjanem laboratoriju so sicer kalibracijsko krivuljo določili iz standardov 
pripravljenih z drugo vrsto asparaginaze kot smo jih mi (iz nativne asparaginaze 
Kidrolaza®), vendar sta krivulji med seboj primerljivi (54). Zato smo z njimi lahko 
primerjali tudi rezultate naših meritev. Povprečna napaka meritev izvedenih v zunanjem 
laboratoriju (7,2%) je bila manjša od TE, ki smo jo izračunali na podlagi naših meritev 
(24,2%). To pomeni, da razlike v meritvah ne moremo enoznačno pripisati sistematičnemu 
biasu med laboratorijema. Na podlagi teh izračunov ugotavljamo, da so bili rezultati naših 
meritev primerljivi z zunanjim laboratorijem. 
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5.3 Analiza vzorcev preiskovancev 
5.3.1 Primerjava rezultatov s kliničnimi podatki 
Vsi bolniki so se v času odvzema vzorcev zdravili s PEG asparaginazo, ki so jo dobivali po 
določenem protokolu zdravljenja, v fazi indukcije ali reindukcije. Protokoli zdravljenja se 
pri različnih diagnozah med sabo razlikujejo. Navedeni protokoli so trenutno v uporabi v 
evropskih državah za zdravljenje ALL in T-limfoblastnega limfoma.  
Bolnik 1 (B1) 
Diagnoza: ALL (pre B, Ph+) 
Protokol zdravljenja: EsPhALL 
Analizirali smo en vzorec seruma, ki je bil bolniku odvzet četrti dan po aplikaciji 1000 enot 
PEG asparaginaze. Zaradi predhodnih kombiniranih stranskih učinkov je bolnik prejel 
zmanjšan odmerek zdravila. Izmerili smo aktivnost asparaginaze 407 U/L. Glede na kratek 
čas od aplikacije zdravila bi sicer pričakovali nekoliko večjo aktivnost (nad 600 U/L). Na 
podlagi le enega vzorca ne moremo predvideti ali bi bila aktivnost 14. dan po aplikaciji (tik 
pred naslednjim odmerkom) še nad 100 U/L, kar zagotavlja uspešnejše zdravljenje. 
Bolnik 2 (B2) 
Diagnoza: ALL relaps (pre B, t(11;19)) 
Protokol zdravljenja: ALL IC REZ 2016 
Analizirali smo 3 vzorce seruma. Vsi so bili odvzeti po aplikaciji 700 enot PEG 
asparaginaze. Od 4. do 14. dne po aplikaciji je aktivnost encima v serumu padla iz 790 na 
288 U/L. Iz rezultatov lahko sklepamo, da je odmerek zadosten za uspešno zdravljenje in da 
ni prišlo do tihe inaktivacije asparaginaze.  
Bolnik 3 (B3) 
Diagnoza: T-limfoblastni limfom 
Protokol zdravljenja: LBL 2014 
Analizirali smo 4 vzorce seruma, od tega so bili trije odvzeti po aplikaciji 2500 enot PEG 
asparaginaze, en vzorec pa po aplikaciji drugega odmerka 2500 enot; med aplikacijama je 
minilo več kot mesec dni. Vse izmerjene aktivnosti so bile še 14. oz. 17. dan od aplikacije 
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nad 1200 U/L, iz česar lahko zaključimo, da pri tem bolniku ni prišlo do tihe inaktivacije 
asparaginaze. 
Bolnik 4 (B4) 
Diagnoza: T-limfoblastni limfom 
Protokol zdravljenja: LBL 2014 
Analizirali smo 5 vzorcev seruma, od tega sta bila dva odvzeta po prvem odmerku 2000 enot 
PEG asparaginaze, trije pa po drugem odmerku 2000 enot zdravila. Izmerjene aktivnosti so 
bile visoke: 954 U/L 16. dan in nad 1400 U/L 13. dan po aplikaciji. Na podlagi teh rezultatov 
lahko izključimo prisotnost tihe inaktivacije.  
Bolnik 5 (B5) 
Diagnoza: ALL (pre B) 
Protokol zdravljenja: ALL IC BFM 2009 
Analizirali smo 2 vzorca seruma. Prvi je bil odvzet 10. dan po prvi aplikaciji 2250 enot PEG 
asparaginaze, drugi pa 12. dan po drugi aplikaciji 2250 enot PEG asparaginaze. V obeh 
vzorcih smo določili aktivnost asparaginaze nad 1400 U/L, kar kaže na primeren odziv 
bolnika na zdravljenje s PEG asparaginazo in odsotno tiho inaktivacijo. 
Bolnik 6 (B6) 
Diagnoza: ALL relaps (T-celična) 
Protokol zdravljenja: ALL IC REZ 2016 
Analizirali smo 2 vzorca seruma. En vzorec je bil odvzet 12. dan po prvi aplikaciji 1400 enot 
PEG asparaginaze, drugi pa 1. dan po drugi aplikaciji 1400 enot zdravila. V visokem 
kalibracijskem območju (100-1000 U/L) smo v obeh vzorcih določili encimsko aktivnost 
pod 10 U/L. V nizkem kalibracijskem območju (5-100 U/L) smo določili aktivnosti 5,9 U/L 
v prvem vzorcu in 5,5 U/L v drugem vzorcu. Rezultat kaže na tiho inaktivacijo encima, saj 
bolnik ni imel znakov preobčutljivostne reakcije. Ob aplikaciji naslednjega odmerka PEG 
asparaginaze so morali infuzijo zdravila predčasno prekiniti zaradi pojava akutne alergijske 
reakcije. Bolniku so nato zamenjali PEG asparaginazo z Erwinia asparaginazo. Njene 
aktivnosti v sklopu te naloge nismo določali. Spremljanje encimske aktivnosti se sicer 
priporoča tudi po zamenjavi, da se zagotovi ustrezen nivo asparaginazne aktivnosti v krvi 
(nad 100 U/L) (49).  
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Bolnik 7 (B7) 
Diagnoza: ALL relaps (pre B) 
Protokol zdravljenja: ALL IC REZ 2016 
Analizirali smo 14 vzorcev seruma. Šest vzorcev je bilo odvzetih po prvi aplikaciji 1270 
enot PEG asparaginaze, osem vzorcev pa po drugi aplikaciji 1270 enot zdravila. 14. dan po 
prvi aplikaciji smo izmerili encimsko aktivnost 242 U/L, kar zagotavlja uspešno zdravljenje 
z asparaginazo. Aplikacija zdravila je potekala brez zapletov.  
Sedmi in osmi dan po aplikaciji je bila encimska aktivnost približno enaka, razlika med 
rezultatoma je bila majhna (13 U/L). Vzorcev nismo analizirali v isti seriji. Odstopanje v 
meritvah lahko pripišemo razlikam zaradi sistematične napake metode. Pri aktivnostih 
encima okoli 500 U/L smo z našimi meritvami določili sistematično napako 3,6%, kar 
pomeni 500 ± 18 U/L.  
Pri vzorcih odvzetih po drugi aplikaciji smo določili manjšo encimsko aktivnost kot v 
predhodnem ciklu. Po 15. dnevu po aplikaciji je bila aktivnost manjša od 100 U/L (od 11 do 
80 U/L v nizkem kalibracijskem območju). Kljub manjši aktivnosti ne moremo trditi, da gre 
za primer tihe inaktivacije, saj je bila aktivnost 9. dan po aplikaciji še vedno 382 U/L. Bolnik 
ni imel znakov alergijske reakcije. 
Bolnik 8 (B8) 
Diagnoza: ALL (pre B) 
Protokol zdravljenja: ALL IC BFM 2009 
Analizirali smo 2 vzorca seruma, eden je bil odvzet 3. dan po aplikaciji 1730 enot PEG 
asparaginaze, drugi pa 10. dan. V obeh vzorcih je bila encimska aktivnost nad 1000 U/L, kar 
nakazuje na zadostno aktivnost PEG asparaginaze za uspešno zdravljenje. Aplikacija 
zdravila je potekala brez zapletov. 
Pri vseh analiziranih vzorcih je aktivnost asparaginaze padala s časom, kar je seveda bilo 
pričakovano. Absolutnih vrednosti aktivnosti med seboj nismo mogli neposredno primerjati, 
saj so bolniki dobivali asparaginazo v različnih odmerkih na podlagi različnih protokolov 
zdravljenja. Bolniki, ki so se zdravili po protokolu ALL IC REZ 2016 (B2, B6 in B7) so 
prejeli manjše odmerke v primerjavi s preostalimi bolniki. Po protokolu ALL IC REZ 2016 
bolniki prejmejo 1000 enot PEG asparaginaze na m2 telesne površine, pri ostalih navedenih 
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protokolih pa 2500 enot PEG asparaginaze na m2 telesne površine. V obdobju uvajanja 
metode so bili vzorci za analizo bolnikom odvzeti v različnih časovnih intervalih (od enega 
do dvaindvajset dni po aplikaciji zdravila). 
Salzer s sodelavci je opisala priporočila in pričakovane vrednosti asparaginazne aktivnosti 
po dnevih glede na farmakokinetične podatke o intravenski aplikaciji PEG asparaginaze. 
Med 4. in 7. dnevom po aplikaciji encima je pričakovana aktivnost asparaginaze med 600 in 
1200 U/L, večina bolnikov pa ob normalnem poteku zdravljenja ne bi smela imeti aktivnosti 
pod 200 U/L še približno 21 dni po aplikaciji zdravila (45). Takšno aktivnost smo v nalogi 
izmerili pri petih bolnikih (B2, B3, B4, B5, B8), pri bolnikih B1 in B6 pa smo že pred 4. 
dnevom po aplikaciji določili asparaginazno aktivnost pod 600 U/L. Bolnik B7 je imel še 
pred pretekom 21 dni po aplikaciji encimsko aktivnost pod 200 U/L. To sicer ne pomeni, da 
je pri teh bolnikih prišlo do tihe inaktivacije, z izjemo bolnika B6, kjer je bila aktivnost že 
prvi dan po aplikaciji pod 100 U/L. Na podlagi rezultatov ne moremo sklepati kaj pomeni 
nekoliko nižja aktivnost encima za uspešnost zdravljenja, saj je podatkov o tem premalo. 
Zaenkrat še ni jasna optimalna aktivnost na določen dan po aplikaciji zdravila, ki bi 
omogočala zadostno aktivnost encima pred naslednjim odmerkom (pred 14. dnevom po 
aplikaciji PEG asparaginaze), saj se je večina raziskav osredotočila na določitev 
asparaginazne aktivnosti na 14. dan po aplikaciji zdravila (46,49,52). Prav tako še ni povsem 
raziskano, koliko časa naj traja zdravljenje in kakšen odmerek asparaginaze je potrebno 
aplicirati bolnikom za maksimalno učinkovitost zdravila in hkrati čim manjšo možnostjo za 
pojav stranskih učinkov. Naslednji korak raziskovanja na tem področju za izboljšanje 
učinkovitosti zdravljenja je postavitev smernic za prilagajanje odmerjanja asparaginaze za 





V sklopu magistrske naloge smo želeli ugotoviti ali je encimska spektrofotometrična metoda 
primerna za določanje aktivnosti asparaginaze v serumu bolnikov, ki se zdravijo z 
asparaginazo. Postopek encimske spektrofotometrične metode smo optimizirali tako, da 
smo: 
a) Spremenili pogoje za shranjevanje substrata, da je bolj stabilen. 
b) Opredelili absorpcijski maksimum produkta in uporabili ustrezen filter na 
spektrofotometru. 
c) Podaljšali čas ob katerem merimo nastali produkt iz 10 na 20 minut. 
d) Uporabili prilagojeno enačbo za izračun kalibracijske krivulje za odčitavanje 
končnih rezultatov. 
Metodo smo ovrednotili z določanjem natančnosti in točnosti. Izračunane vrednosti KV in 
RE niso presegle meje 20% (z izjemo RE pri merjenju najmanjšega kontrolnega vzorca med 
serijami). Skupna napaka metode je 24%, kar je znotraj priporočil. Rezultati meritev so 
primerljivi z zunanjim laboratorijem. 
Pri bolnikih zdravljenih z asparaginazo smo v različnih časovnih intervalih izmerili 
encimske aktivnosti, ki so padale od dneva aplikacije zdravila. Pri bolnikih z zapleti ob 
prejemanju asparaginaze smo izmerili vrednosti, ki kažejo na tiho inaktivacijo encima. 
Verifikacijski parametri, ki smo jih določili, potrjujejo analitsko ustreznost postopka. Za 
klinično uporabo bo potrebno določiti protokol za odvzem vzorcev pred naslednjim 
odmerkom. Optimizacija in prilagajanje odmerkov asparaginaze za posameznega bolnika na 
podlagi meritev asparaginazne aktivnosti zaenkrat še ni mogoča zaradi pomanjkanja 
podatkov in smernic, kako ravnati v posameznem primeru. Na podlagi teh ugotovitev lahko 
zaključimo, da je optimizirana metoda za merjenje encimske aktivnosti asparaginaze 
primerna za klinično diagnostiko in omogoča identifikacijo bolnikov s tiho inaktivacijo. S 
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1 13,0 11,6 56,2 53,9 122 112 162 152 569 526 1332 1116 
2 12,4 11,6 54,6 52,5 116 110 158 155 517 505 1146 1037 
3 12,1 11,6 53,5 52,9 113 107 158 155 552 542 1090 1029 
4 12,4 11,8 56,2 54,6 116 111 158 156 530 521 1104 1032 
5 13,0 12,1 54,1 53,2 116 111 160 155 526 517 1030 1007 
6 12,7 11,8 53,5 52,5 113 109 161 157 526 512 1205 1107 
7 13,0 11,8 57,3 55,6 118 111 169 159 533 512 1175 1089 
8 13,3 10,7 62,2 59,1 121 112 175 164 590 549 1383 1168 
9 10,8 9,7 64,5 59,1 129 116 169 159 627 549 1349 1101 
10 10,8 10,1 58,4 55,9 116 110 169 163 572 535 1160 1040 
11 10,3 10,1 57,8 55,9 94 106 165 157 566 531 1243 1098 
12 10,3 9,9 57,3 55,2 98 107 166 157 542 521 1299 1140 
13 10,6 10,1 56,2 54,6 118 111 166 158 562 536 1168 1063 
14 11,4 10,7 58,4 56,3 120 112 169 159 552 533 1243 1098 
15 12,7 11,8 59,5 57,0 127 116 173 160 616 573 1299 1134 
16 14,2 12,3 66,8 61,8 136 119 184 166 508 486 1417 1257 
17 11,1 10,1 70,2 62,6 137 117 197 172 729 575 1485 1257 
18 10,6 9,7 65,1 59,1 130 116 191 171 671 575 1384 1212 
19 11,7 11,0 66,8 61,5 126 114 175 159 647 569 1329 1187 
20 11,4 10,7 62,2 58,4 121 112 177 163 655 577 1446 1168 
21 12,1 11,0 65,6 60,8 119 109 179 162 651 575 1409 1156 
22 12,4 11,2 68,5 62,6 136 120 183 168 684 588 1412 1237 
23 12,7 11,6 70,8 63,6 137 120 183 162 680 575 1440 1254 








20,4 10,6 22,8 15,5 21,9 13,4 15,1 7,2 19,8 9,1 29,4 13,6 
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Priloga 2: Meritve asparaginazne aktivnosti za izračun točnosti in ponovljivosti med serijami v 




10 50 100 150 500 1000 
1 12,0 48,1 99,5 158 554 1050 
2 10,8 47,4 94,9 153 519 1023 
3 12,0 47,2 99,3 187 533 1159 
4 10,9 49,1 99,3 163 521 1020 
5 14,2 57,1 106 156 532 1026 
6 13,9 59,9 110 159 473 981 
7 16,6 57,8 114 153 425 1034 
8 15,3 55,8 110 162 464 1010 
9 11,4 49,8 102 176 567 1151 
10 11,2 50,4 98,6 181 563 1151 
11 11,8 54,2 99,5 141 548 1156 
12 10,8 54,2 102 148 501 1249 
13 12,5 49,0 99,6 150 609 1527 
14 11,8 51,0 100 137 587 1278 
15    153 457 1040 
16    153 526 1022 
17    160 488 797 
18    156 491 997 
19    156 511 1007 




12,5 52,2 103 158 518 1088 
RE [%] 25,3 4,5 2,5 5,1 3,6 8,8 
SD [U/L] 1,8 4,2 5,4 12,2 46,0 147 





Priloga 3: Meritve asparaginazne aktivnosti za izračun točnosti in ponovljivosti znotraj serije v 




10 50 100 150 500 1000 
1 11,6 53,9 112 152 526 1116 
2 11,6 52,5 110 155 505 1037 
3 11,6 52,9 107 155 542 1029 
4 11,8 54,6 111 156 521 1032 
5 12,1 53,2 111 155 517 1007 
6 11,8 52,5 109 157 512 1107 
7 11,8 55,6 111 159 512 1089 
8 10,7 59,1 112 164 549 1168 
9 9,7 59,1 116 159 549 1101 
10 10,1 55,9 110 163 535 1040 
11 10,1 55,9 106 157 531 1098 
12 9,9 55,2 107 157 521 1140 
13 10,1 54,6 111 158 536 1063 
14 10,7 56,3 112 159 533 1098 
15 11,8 57,0 116 160 573 1134 
16 12,3 61,8 119 166 486 1257 
17 10,1 62,6 117 172 575 1257 
18 9,7 59,1 116 171 575 1212 
19 11,0 61,5 114 159 569 1187 
20 10,7 58,4 112 163 577 1168 
21 11,0 60,8 109 162 575 1156 
22 11,2 62,6 120 168 588 1237 
23 11,6 63,6 120 162 575 1254 




11,1 57,7 113 161 545 1136 
RE [%] 10,6 15,5 13,4 7,2 9,1 13,6 
SD [U/L] 0,9 4,1 5,5 5,1 30,7 82,4 





Priloga 4: Rezultati določanja aktivnosti asparaginaze v serumu bolnikov. 
Aktivnost asparaginaze standardov in kontrol izračunanih na podlagi kalibracijske krivulje pri analizi 
vzorcev bolnikov (serije 1 - 4 in 6) v visokem kalibracijskem območju; z rdečo označene vrednosti 
so izven sprejemljivega območja aktivnosti. 















ST 100 103,9 97,7 98,3 110,3 98,5 
ST 100 97,7 86,8 95,2 96,1 101,4 
ST 150 155,8 163,5 168,2 157,0 148,9 
ST 150 144,1 160,5 148,1 130,8 151,1 
ST 250 251,8 247,9 233,6 240,3 244,2 
ST 250 243,0 240,0 247,1 266,9 256,3 
ST 500 525,3 523,3 539,8 516,3 513,1 
ST 500 487,4 478,1 494,4 481,4 485,7 
ST 750 775,0 767,8 752,1 736,6 755,5 
ST 750 709,9 743,0 698,9 764,3 746,3 
ST 1000 1039 1126 1074 1047 998,2 
ST 1000 970,6 887,5 962,2 954,5 1001 
C 150 176,2 140,6 149,6 187,5 155,6 
C 150 180,5 148,3 136,6 163,5 151,1 
C 500 566,7 548,4 609,0 533,3 511,2 
C 500  562,9 501,3 586,7 521,5 491,1 
C 1000 1151 1156 1527 1159 1007 





Aktivnost asparaginaze standardov in kontrol izračunanih na podlagi kalibracijske krivulje pri analizi 
5. serije vzorcev bolnikov v nizkem kalibracijskem območju; z rdečo označene vrednosti so izven 




5. serija  (bolnik 
B6, B7) 
ST 5 5,7 
ST 5 5,2 
ST 10 9,3 
ST 10 9,3 
ST 20 19,8 
ST 20 18,7 
ST 30 33,1 
ST 30 30,0 
ST 50 50,0 
ST 50 48,8 
ST 75 74,0 
ST 75 75,4 
ST 100 101,9 
ST 100 98,6 
C 10 16,6 
C 10 15,3 
C 50 57,8 
C 50 55,8 
C 100 113,5 
C 100 110,4 
